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Introdução
A qualidade do leite de cabra tem sido um tema amplamen-
te discutido na última década, principalmente, quanto à
segurança alimentar. Garantir a qualidade de vida da
população vem sendo debatido em diversos setores do
agronegócio, gerando uma grande demanda para a pesquisa
científica. O desenvolvimento de metodologias de pesquisa
que mostrem rapidez, eficácia e segurança na obtenção dos
resultados é um desafio para os pesquisadores. Com a
disponibilidade de métodos moleculares sensíveis tais como
a técnica de REP-PCR, abrem-se novas perspectivas na
detecção de microorganismos presentes no leite e seus
produtos, bem como o estabelecimento dos pontos críticos
de controle (PCC) para o estabelecimento de boas práticas
agropecuárias (BPA), conferindo qualidade ao produto final.
Com o objetivo de disponibilizar a metodologia de REP-PCR
para aplicação na produção animal, a técnica foi utilizada na
determinação de pontos de controle e obtenção de um
fluxograma para a linha de ordenha de cabras leiteiras,
objetivando a aplicação das Boas Práticas.
Qualidade do Leite
A qualidade microbiológica se destaca por constituir-se
num indicativo da saúde da glândula mamária da fêmea em
lactação e, de modo geral, das práticas higiênicas adotadas
no manejo da propriedade. O momento de ordenhar o
animal é muito importante, interferindo diretamente na
qualidade do leite. A higiene na hora da ordenha auxilia na
prevenção de doenças que acometem rebanhos leiteiros,
bem como na obtenção de uma matéria-prima de melhor
qualidade. Uma vez comprometida a matéria-prima inicial,
não se pode obter um produto de boa qualidade. Alguns
fatores devem ser observados para que o leite não se
contamine com microorganismos que podem prejudicar a
qualidade do leite e seus derivados, como, por exemplo:
ordem de ordenha, eliminação dos primeiros jatos, lavagem
e desinfecção dos tetos antes da ordenha, secagem dos
tetos, colocação das teteiras, desinfecção dos tetos após a
ordenha e manejo pós-ordenha e higiene do ordenhador.
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Tipagem
Epidemiológica
Os sistemas de tipagem epidemiológica podem ser usados
para investigações de surtos; para confirmar e delinear
comportamentos de transmissão de um ou mais clones
epidêmicos; para testar hipóteses sobre fontes e veículos
de transmissão destes clones e para monitorar reservatóri-
os de organismos epidêmicos. A tipagem também contribui
para a vigilância epidemiológica e avaliação de medidas de
controle, através da documentação da prevalência através
do tempo e circulação de clones epidêmicos em popula-
ções infectadas. A premissa básica para a tipagem
epidemiológica é que isolados, agentes infecciosos, que
são parte da mesma cadeia de transmissão, são relatados
como clones, que são a progênie da mesma célula ancestral.
Geralmente, métodos baseados em DNA estão surgindo
com maior confiabilidade, simples e acessíveis para identifi-
car e classificar microorganismos. O método referido como
REP-PCR, impressão digital do genoma, uma técnica
baseada na amplificação do DNA, é tida como uma técnica
extremamente confiável, reprodutível, rápida e altamente
discriminatória em termos de similaridade genética.
A técnica de impressão digital do genoma faz uso de
primers de DNA complementares àqueles de ocorrência
natural, altamente conservado, com seqüências repetitivas
de DNA, presente em múltiplas cópias do genoma da
maioria das bactérias Gram negativas e em muitas bactérias
Gram positivas. Os fragmentos amplificados podem ser
visualizados em gel de agarose (Fig. 1), produzindo um
perfil referido como Rep-PCR fingerprinting (impressão
digital, identidade) genômico.
Análise de Agrupa-
mentos
Após a obtenção do perfil epidemiológico dos isolados em
questão, a técnica de agrupamento é aplicada para a
obtenção da similaridade entre os indivíduos. Técnicas
como o agrupamento (cluster analysis) apresentam a
vantagem de reduzirem o espaço multidimensional a uma
medida de distância entre os objetos, representando esta
em um espaço bidimensional, muito mais simplificado do
que o espaço multidimensional. A análise de agrupamento
situa-se como uma técnica indivíduo-dependente, na qual
valores de distâncias, sob a forma de matrizes, entre os
objetos são arranjados. Na técnica de agrupamento as
distâncias são medidas utilizadas para a representação dos
pontos na estrutura de similaridade. Dentre os níveis de
mensuração das variáveis mais comumente utilizados, têm-
se os nominais, para os quais o atributo é um carácter que
pode ser codificado de modo binário, assinalando (0) para
a ausência e (1) para a presença.
Como resultado da análise de agrupamento, tem-se o
dendograma, que representa o arranjo entre os objetos em uma
escala de distância. Esse arranjo indica apenas afinidade entre
os grupos, não definindo nenhuma ordenação entre estes.
Resultados e Discus-
são
Através do dendograma obtido (Figura 2), é possível
desenvolver um sistema de monitoramento da qualidade
do leite em sala de ordenha. Modelos de identidades,
fingerprints, foram obtidos para isolados de
Staphylococcus aureus através da utilização da REP-PCR.
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Fig. 1 - Gel de agarose com os produtos de REP-PCR (REP) gerados a partir de amostras de Staphylococcus aureus.
Amostras de 1 a 35 (diferentes origens, ver Figura 2 - dendograma) e M = marcador molecular (1 Kb).
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Em geral, os modelos das bandas dos isolados das
diferentes fontes (humana e animal, bem como do
maquinário) foram muito similares e os dados indicam que
os isolados estão estreitamente relacionados. Foram
similares, porém nem sempre idênticos. Após a inspeção
visual (os dados foram assinalados manualmente), são
submetidos ao programa computacional NTSYSpc 2.0 e
coeficientes de similaridade de Jaccard são calculados para
as identidades geradas e para grupos de dados combina-
dos. Segundo a escala de Jaccard, quanto mais próximo
do valor 1,00, mais similares são as amostras, possuindo,
provavelmente, a mesma origem genética (clones). Para
Staphylococcus aureus foram obtidos 5 clusters: O cluster
1 mostrou similaridades que variavam entre 75% e 100%.
A amostra R1 que corresponde à água do início do
procedimento de ordenha, sem tratamento com água
sanitária, utilizado para a lavagem da mão dos
ordenhadores, mostrou ser, em aproximadamente 80%
similar as amostras R21, R24 e R27 que, por sua vez, são
idênticas (100% de similaridade) e 90% similares às
amostras R25, R26 e R29, também 100% similares entre
si, de acordo com o dendograma gerado. Ao verificar as
origens de tais amostras, encontrou-se leite coletado no
início e meio da ordenha e uma amostra coletada do teto do
animal no final da ordenha. A análise cluster 1 mostra que
mesmo após o tratamento da água utilizada para lavagem
das mãos do ordenhador, esta foi uma possível fonte de
contaminação para as amostras presentes no mesmo cluster.
A análise do cluster 2 mostra similaridades que variam de
80% a 100% entre elas e aponta para uma observação
importante: a amostra R2 (swab da mão do ordenhador
coletado no meio da ordenha) possui similaridade de 90%
com as amostras R15 e R22; amostras coletadas do meio
e do início da ordenha que, por sua vez, são 100%
similares entre si. No cluster 3 as similaridades variaram
entre 75% e 100% entre as amostras e possuem elemen-
tos importantes entre eles, as amostras R9, R31 e R32
(swab do início, e duas amostras do final da ordenha,
respectivamente) que se mostraram 100% similares entre
si, indicando contaminação no momento inicial da ordenha
sendo transmitida ao final da ordenha. No cluster 4 ,
encontram-se amostras de swab de tetos do início e final
da ordenha, R6 e R10, respectivamente, com cerca de
80% de similaridade entre si. Uma amostra de swab da
teteira coletada no início da ordenha também está presente.
O cluster 5 reúne amostras de tetos do início, meio e final
da ordenha e uma amostra de swab da teteira, com
similaridades variando entre 60 e 85%.
Fig. 2 - Dendograma gerado a partir dos dados obtidos da tipagem de Staphylococcus aureus. Os números do eixo y
indicam o Coeficiente de Jaccard
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Construção do fluxo-
grama
Após a avaliação do dendograma, o fluxograma é
construído (Figura 3) e os procedimentos para a ordenha
são assinalados como pontos críticos de controle (PCC), ou
seja, os pontos que devem ser atentamente monitorados e
pontos de controle (PC) nos quais as Boas Práticas podem,
e devem, ser aplicadas para garantir a qualidade do produto.
TRATAMENTO DE TODA E QUALQUER ÁGUA
UTILIZADA EM SALA DE ORDENHA (LIMPEZA DE
EQUIPAMENTOS, MÃOS DE ORDENHADOR,
LAVAGEM DE TETOS ETC.)
LIMPEZA E SANIFICAÇÃO ADEQUADAS DA SALA DE
ORDENHA E DA ORDENHADEIRA
ADOÇÃO DE LINHA DE ORDENHA
EXAME DOS PRIMEIROS JATOS DE LEITE
(CANECA TELADA OU DE FUNDO ESCURO)
LAVAGEM DOS TETOS
(USO MÍNIMO DE ÁGUA COM BAIXA PRESSÃO)
DESINFECÇÃO DOS TETOS ANTES DA ORDENHA
SECAGEM DOS TETOS COM PAPEL TOALHA
DESCARTÁVEL
DESINFECÇÃO DOS TETOS APÓS A ORDENHA
PCC1
PC7
PC6
PC5
PC4
PC3
PC2
PC1
Considerações finais
A implementação de programas para melhoria da qualidade
e segurança do leite deve ser fundamentada em informa-
ções obtidas de forma científica e a partir de amostragem
adequada, sendo que métodos epidemiológicos e
laboratoriais de confiança são uma alternativa útil para que
falhas no manejo sejam detectadas em tempo hábil. As
políticas dos governos com relação à fiscalização dos
alimentos, certamente continuarão a existir, mas a tendência é
de cada vez mais se associar processos de gestão, como o
BPA, BPF e APPCC, que garantam a qualidade e segurança
do alimento ao longo de toda a cadeia agroalimentar, de
modo que a inspeção seja apenas no produto final. Dessa
forma, as indústrias e, especialmente os produtores deverão
incorporar cada vez mais mecanismos que permitam a
prevenção e controle, das possíveis fontes de contaminação.
Fig. 3 - Fluxograma de Boas Práticas Agropecuárias para a
ordenha.
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